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ПРОТЕОЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ МИЦЕЛИАЛЬНОЙ КУЛЬТУРЫ ГРИБА 
ВЕШЕНКА ОБЫКНОВЕННАЯ (PLEUROTUS OSTREATUS) ПРИ ГЛУБИННОМ 
КУЛЬТИВИРОВАНИИ 
 
Протеиназы гомогената мицелия вешенки расщепляли желатин при рН 2,8–11,0 (максимум при 
5,0–8,5 и 10,6), казеин – при рН 2,8–9,0 (максимум при 2,8, 4,0–5,0 и 6,2–8,2) и гемоглобин – при рН 
2,8–11,0 (максимум при 4,6–5,6 и 7,0–8,2). При концентрации группоспецифических ингибиторов 
10–3 М желатинолитическая активность умеренно (на 38–61%) угнеталась диизопропилфосфа-
том и реагентами, связывающими металлы.  Активность «щелочных» желатиназ полностью 
подавлялась диизопропилфторфосфатом, р-хлормеркурибензоатом и о-фенантролином. Казеино-
литическая активность при рН 2,8 и 5,2 полностью угнеталась пепстатином, а при рН 5,2 – и 
ЭДТА. При рН 7,6 казеинолитическая активность полностью подавлялась диизопропилфосфатом 
и р-хлормеркурибензоатом. 
Желатинолитическая активность экстрацеллюлярных протеиназ проявилась при рН 3–11 (мак-
симум при 5,8–10,6), их казеинолитическая активность – лишь при рН 7,6–8,2, а гемоглобиноли-
тическая активность – в диапазоне рН 7,6–10,0 (максимум при 8,6–9,4). Однако, судя по концен-
трации белка, активность экстрацеллюлярных протеиназ превосходит таковую внутриклеточ-
ных энзимов в ряде случаев на целый порядок. Судя по результатам ингибиторного анализа, же-
латинолитическая и казеинолитическая активность культуральной жидкости обусловлена, в ос-
новном, сериновыми протеиназами. 
Вместе с тем, желатинолитическая активность внутриклеточных протеиназ при рН 9,2 и 
экстрацеллюлярных протеиназ при рН 7,6 была слабо чувствительна к использованным в данном 
исследовании группоспецифическим ингибиторам. Это позволяет предположить существование 
протеиназ иного типа. 
 
Ключевые слова: протеиназы, мицелиальная культура, экстрацеллюлярные протеиназы, белки 
субстраты, рН-зависимость протеолиза, группоспецифические ингибиторы протеиназ 
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PROTEOLYTIC ACTIVITY OF FUNGUS PLEUROTUS OSTREATUS MYCELIAL 
CULTURE IN DEEP-LIQUID CULTIVATION 
 
It was stated that proteinases of Pleurotus mycelium homogenate cleaved gelatin at pH 2.8–11.0 (prote-
olysis maximums at 5.0–8.5 and 10.6), casein at pH 2.8–9.0 (maximums at 2.8, 4.0–5.0, and 6.2–8.2), and 
hemoglobin at pH 2.8–11.0 (maximums at 4.6–5.6 and 7.0–8.2). At 10–3 M concentration of group-
specific inhibitors, gelatinolytic activity was moderately (38–61%) suppressed by diisopropylfluorophos-
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phate and metal-binding reagents. The activity of ‘alkaline’ gelatinases was completely suppressed by 
diisopropylfluorophosphate, p-chloromercuribenzoate, and o-phenanthroline. Caseinolytic activity at pH 
2.8 and 5.2 was completely inhibited by pepstatin and at pH 5.2 – by EDTA. At pH 7.6 the caseinolytic 
activity was completely suppressed by diisopropylfluorophosphate and p-chloromercuribenzoate. 
Gelatinolytic activity of extracellular proteinases appeared at pH 3–11 (proteolysis maximum at 5.8–
10.6), their caseinolytic activity – only at pH 7.6–8.2, and hemoglobinolytic activity – in the range of pH 
7.6–10.0 (maximum at 8.6–9.4). However, judging by the protein concentration, the activity of extracellu-
lar proteinases exceeds that of intracellular enzymes in some cases by an order of magnitude. According 
to the results of the inhibitory analysis, gelatinolytic and caseinolytic activities of the culture fluid are 
provided mainly by serine proteinases. 
However, gelatinolytic activity of intracellular proteinases at pH 9.2 and extracellular proteinases at pH 
7.6 was weakly sensitive to the class-specific inhibitors used in this study. This suggests the existence of 
some other type of proteinases. 
 
Keywords: proteases, mycelial culture, extracellular proteases, protein substrates, pH-dependence of 
proteolysis, class-specific protease inhibitors 
 
 
Введение. В последние десятилетия выяв-
лен существенный дефицит белка в рационе 
питания населения. Нужно отметить также, 
что на кормовые, семенные и непищевые це-
ли может направляться до 28% белка, потен-
циально пригодного в пищу человека. Кроме 
того, стоимость высококачественных живот-
ных белков непрерывно растет [1].  
Нельзя не принять во внимание, что для 
огромного количества населения доступность 
животного белка резко ограничена (страны 
Африки, Южной Америки, Индия) и прева-
лирующую часть их рациона составляют рас-
тительные белки. Дефицит белка четко про-
явил себя и в кормлении сельскохозяйствен-
ных животных. По данным экспертов проек-
та «Протеин России», недостаток кормовых 
белков составляет 770 тыс. тонн, а общий 
дефицит белков в России – 2 млн тонн/год. 
Ликвидировать дефицит белка, лишь расши-
ряя посевные площади или увеличивая пого-
ловье скота, стало невозможно, что выдвига-
ет проблему поиска альтернативных источ-
ников белка [2]. 
Подсчитано, что к 2050 году мировому 
сообществу потребуется 1.250 миллионов 
тонн мяса и молочных продуктов в год. Од-
ним из альтернативных источников являются 
грибы, содержащие 30–50% белков с амино-
кислотным составом, сопоставимым с реко-
мендациями ФАО (FAO). Более того, грибы 
достаточно богаты витаминами, в первую 
очередь группы В, и целым рядом других 
биологически активных субстанций [3]. 
Следует отметить, что глубинное культи-
вирование съедобных базидиальных грибов 
насчитывает уже более 70 лет. К числу объ-
ектов культивирования того времени отно-
сится и вешенка обыкновенная – Plerotus 
ostsreatus, хотя она и уступала некоторым 
другим грибам по содержанию белка в био-
массе [4]. 
Грибной белок Pekilo, получаемый фер-
ментацией мицелиальным грибом 
Paecilomyces varioti углеводов мелассы, мо-
лочной сыворотки, отходов фруктов, гидро-
лизатов древесины или сельскохозяйственно-
го сырья имеет хороший аминокислотный 
состав и богат витаминами. Pekilo-протеин – 
хороший источник белка в кормлении сви-
ней, телят, бройлеров, кур-несушек и произ-
водится при непрерывном культивировании 
[5].  
В Британии компания Ranks Hovis 
McDoudall и корпорация ICI поставляют на 
рынок грибной белок (mycoprotein), получа-
емый при выращивании гриба Fusarium на 
простых углеводах. Он производится для 
употребления в пищу людей также при не-
прерывной ферментации. Микопротеин хо-
рошо переваривается [6, 7]. 
В нашей стране для употребления в пищу 
культивируют вешенку обыкновенную – 
Pleurotus ostreatus. Она отличается быстрым 
ростом и высоким выходом плодовых тел, 
обладает хорошими пищевыми качествами, 
содержит большое количество сбалансиро-
ванного по аминокислотному составу белка, 
богата целым рядом ценных биологически 
активных веществ [8, 9]. По объему произ-
водства плодовых тел этот гриб занимает 
третье место в мире. 
Интенсификация технологии получения 
мицелия, обогащенного белками, настоя-
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тельно диктует необходимость уяснения 
биологии этого продуцента и, в частности, 
систем регуляции метаболизма и жизнедея-
тельности. 
Одним из генеральных механизмов такой 
регуляции является протеолиз. О протеоли-
тической системе вешенки данные мировой 
литературы весьма ограничены. 
Из плодовых тел этого гриба выделены 
три протеиназы, проявляющие казеинолити-
ческую активность при рН 5,6, при этом одна 
из них – сериновая протеиназа с функцио-
нально значимыми HS–группами, а две дру-
гие – Zn-содержащие металлоэнзимы [10]. Из 
культуральной жидкости при культивирова-
нии вешенки в жидкой питательной среде 
выделена экстрацеллюлярная сериновая суб-
тилизин-подобная протеиназа, расщепляю-
щая синтетические субстраты нитроанилид-
ного, сложноэфирного плана и азоколлаген с 
оптимумом рН в щелочной зоне [11]. Была 
установлена и казеинолитическая активность 
протеиназ культуральной жидкости гриба с 
рН-оптимумом при 7,0 [12]. Еще более мало-
числены сведения о протеолитической си-
стеме мицелия.   
Ранее нами было описано расщепление 
при рН 7,4 протеиназами культуральной 
жидкости и мицелия Pleurotus ostreatus не 
только казеина, но и гемоглобина, желатина 
и фибриногена. Причем интенсивность рас-
щепления перечисленных белков протеина-
зами мицелия образовывала следующий ряд:  
желатин ˃ казеин ˃ фибриноген ˃ гемо-
глобин; 
тогда как при действии экстрацеллюляр-
ных протеиназ эта последовательность вы-
глядела следующим образом: 
казеин ˃ желатин ≈ фибриноген ˃ гемо-
глобин [13]. 
Были также получены предварительные 
данные о влиянии рН на расщепление жела-
тина и казеина гомогенатами мицелия и 
культуральной ждкостью [14]. 
Однако все эти результаты носят фраг-
ментарный характер и не составляют целост-
ной картины особенностей внутриклеточного 
и экстрацеллюлярного протеиназного аппа-
рата мицелиальной культуры P. ostreatus. 
Цель настоящей статьи – раскрыть осо-
бенности влияния группоспецифических ин-
гибиторов и рН на расщепление белков суб-
стратов протеиназами глубинной культуры 
гриба вешенка обыкновенная. 
Материалы и методы. В работе исполь-
зовали бактоагар (Melford, USA), казеин по 
Гаммерстену (Россия), гемоглобин быка, ди-
изопропилфторфосфат и пепстатин А (Sigma, 
USA), желатин (Fluka, Germany), 1,10-
фенантролин и ЭДТА (Alfa Aesar, Germany), 
р-хлормеркурибензоат (Carl Roth, Germany), 
8-гидроксихинолин (Chem-impex, Germany). 
Остальные реактивы были квалификации 
«хч» производства стран СНГ. 
Исследования выполнены на «диком» 
штамме Pleurotus ostreatus, выделенном кан-
дидатом биологических наук доцентом ка-
федры биотехнологии Е.О. Юрченко в 2014г. 
из плодовых тел, растущих на культурном 
тополе (Populus sp.) в г. Минске.  
Как описано нами ранее, глубинное куль-
тивирование вешенки проводили в стеклян-
ных колбах емкостью 500 мл при температу-
ре 27 °С в течение 14 сут на качалке модели 
WiseShakeSHO-2D и режиме перемешивания 
70 об/мин. [15]. В качестве питательной сре-
ды использовали отвар картофеля с добавле-
нием сахарозы [16].  
По окончании инкубации отбирали по 
1 мл культуральной жидкости, а биомассу 
гриба из каждого образца отмывали, макси-
мально просушивали на фильтровальной бу-
маге, навески по 0,5 г помещали в пробирки 
типа эппендорфа.  
Культуральную жидкость использовали 
без дополнительного разведения. Навеску 
мицелия вешенки гомогенизировали на хо-
лоду в течение 2 мин в бидистилированной 
воде, центрифугировали в течение 10 мин 
при 4 °С и 8000 об/мин. Осветленный гомо-
генат использовали для дальнейших исследо-
ваний.  
Протеолитическую активность определя-
ли по расщеплению белков-субстратов в тон-
ком слое агарового геля как подробно описа-
но ранее [17]. В качестве растворителя при 
приготовлении белок-агаровых пластин ис-
пользовали 0,15 М раствор NaCl рН 7,4. Для 
исследования рН- зависимости к исследуе-
мым образцам добавляли 0,2 M ацетатный 
буфер рН 2,8–6,0, 0,05 M трис-HCl буфер рН 
7,2–8,0 и 0,1 M боратный буфер рН 8,2–11,0.  
Растворы ингибиторов вносили в конеч-
ной концентрации 10–3 М, диизопропил-
фторфосфат и 8-гидроксихинолин растворя-
ли в этаноле. Количество белка определяли 
колориметрическим методом [18].  
Все исследования проведены не менее чем 
четырехкратно. Полученные результаты об-
работаны статистически с использованием 
программ  Statistica 6.0 по t-критерию Стью-
дента. 
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Результаты исследований и их обсуж-
дение.  
рН-зависимость. Судя по полученным 
результатам, протеиназы мицелия способны 
расщеплять все три белка-субстрата в широ-
ком диапазоне рН. 
Так, желатинолитическая активность про-
являлась в диапазоне рН 2,8 – 11,0 (рисунок 
1а). Причем наиболее интенсивное расщеп-
ление желатина наблюдалось, начиная с рН 
4,4, и к величине рН 5,6 достигало максиму-
ма. При дальнейшем увеличении рН до 8,5 
колебания желатинолиза не превышали 
±25%. Затем наблюдались некоторый спад 
желатинолитической активности, достаточно 
резкое увеличение ее при рН 9,02,  повторное 
снижение, а при рН 10,6 – возрастание жела-
тинолитической активности практически до 
уровня таковой в диапазоне рН 5,0–8,5. 
рН-зависимость расщепления казеина ха-
рактеризовалась тремя четко обозначивши-
мися зонами наибольшей интенсивности 
данного процесса: рН 2,8, 4,0–5,0 и 6,0–8,2. 
При этом казеинолитическая активность 
также проявлялась вплоть до рН 9,0, хотя и в 
значительно меньшей степени, чем в упомя-
нутых трех зонах (рисунок 1а). 
 
 
2 4 6 8 10 12
0
100
200
а
П
ло
щ
ад
ь 
зо
н
 л
и
зи
са
, м
м
2
рН
 1
 2
 3
 
2 4 6 8 10 12
0
50
100
150 б
П
ло
щ
ад
ь 
зо
н
 л
и
зи
са
, м
м
2
рН
 
Рисунок 1. – рН-зависимость расщепления желатина (1), казеина (2) и гемоглобина (3) гомогенатами 
мицелия (а) или культуральной жидкостью (б) культуры вешенки обыкновенной 
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Протеиназы мицелия вешенки очень слабо 
расщепляли гемоглобин при рН 2,8–4,2. Од-
нако уже при рН 4,6–5,6 гемоглобинолитиче-
ская активность резко возрастала с последу-
ющим снижением при рН 5,8. При дальней-
шем увеличении рН, начиная с 7,0, вновь 
возрастала, достигая максимума при рН 8,4 – 
134,5 ± 8,2 мм2, причем в диапазоне рН 8,0–
9,5 колебания гемоглобинолитической ак-
тивности составили ± 50%. Снижение ее до 
62,8 ± 4,0 мм2 выявлено при рН 10,0, но при 
дальнейшем увеличении рН гемоглобиноли-
тическая активность возрастала и при рН 
11,0 ее уровень составлял 105,5 ± 16,5 мм2, не 
достигая, однако, максимальных значений в 
слабощелочной среде. 
Иная картина наблюдалась при исследо-
вании культуральной жидкости. Желатино-
литическая активность ее также проявилась в 
широком диапазоне рН 3–11. Максимального 
уровня она достигала при рН 5,8, а в диапа-
зоне рН 6,5–10,5 ее колебания соответствова-
ли ± 25% (рисунок 1б). 
Расщепление же казеина экстрацеллюляр-
ными протеиназами было выявлено лишь в 
щелочной среде, в узком диапазоне рН, 
начиная с 7,6, и достигало максимальной ве-
личины при рН 8,2. В более щелочной среде 
протеиназы культуральной жидкости этот 
белок не расщепляли. 
Близкая картина наблюдалась и для лизи-
са гемоглобина. В диапазоне рН 2,8–7,4 ли-
зис гемоглобина вообще не определялся. И 
только начиная с рН 7,5, гемоглобинолитиче-
ская активность проявлялась в диапазоне рН 
7,6–10,0, достигая максимума при рН 8,6–9,4. 
В более щелочной среде такая активность 
культуральной жидкости не зафиксирована 
(рисунок 1б). 
Нужно также отметить, что содержание 
общего белка в гомогенате мицелия и в куль-
туральной жидкости составляло 1,02 ± 0,01 и 
0,18 ± 0,01 мг/мл соответственно. 
Следовательно, мицелий данного гриба 
имеет достаточно разнообразный набор про-
теиназ, отличающихся широкой субстратной 
специфичностью. Можно полагать, что эти 
энзимы способны расщеплять и ряд других 
белков, которые не были использованы в 
рамках настоящей работы. Уже анализ рН-
зависимости расщепления желатина, казеина 
и гемоглобина позволяет думать, что в про-
теолитическом арсенале мицелия присут-
ствуют протеиназы нескольких типов.  
Что же касается набора экстрацеллюляр-
ных пептидгидролаз, то он менее разнообра-
зен. Это вполне объяснимо, ибо протеолити-
ческий ансамбль внутриклеточного плана 
выполняет очень многоплановые функции, 
включая целый ряд регуляторных. Экстра-
целлюларные же протеиназы нацелены, 
прежде всего, на расщепление субстратов 
питательной среды. Они обеспечивают по-
ступление в мицелий аминокислот. 
Однако, учитывая разницу концентрации 
белка в гомогенате мицелия и культуральной 
жидкости, активность экстрацеллюлярных 
протеиназ превосходит таковую мицелия 
гриба в ряде случаев на целый порядок. 
Можно полагать, что такая культуральная 
жидкость может быть использована, в из-
вестной степени, в качестве источника неко-
торых протеиназ. 
В целях предварительной идентификации 
арсенала протеиназ был проведен ингиби-
торный анализ при использовании в качестве 
субстратов желатина и казеина при величине 
рН среды, в которой выявлена наиболее вы-
сокая желатинолитическая и казеинолитиче-
ская активность (таблицы 1 и 2). 
Гомогенат мицелия. Ингибитор серино-
вых протеиназ – диизопропилфторфосфат – 
угнетал желатинолитичекую активность ми-
целия при рН 5,0, 7,6, 8,0 и 8,4 на 45, 47, 38 и 
52% соответственно, полностью подавляя ее 
при рН 10,6 (рисунок 2). 
Действие р-хлормеркурибензоата – груп-
поспецифицеского ингибитора цистеиновых 
протеиназ было существенным лишь при рН 
7,6 и 10,6, где подавление желатинолиза со-
ставило 28 и 100% соответственно. 
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Таблица 1. – Расщепление белков субстратов гомогенатами мицелия культуры вешенки  
при различной величине рН   
(n = 4) 
 
 
 
Рисунок 2. – Влияние группоспецифических ингибиторов: диизопропилфторфосфата (1),  
р-хлормеркурибензоата (2), пепстатина (3), ЭДТА (4), о-фенантролина (5), 8-гидроксихинолина (6) на 
желатинолитическую активность гомогенатов мицелия культуры вешенки обыкновенной  
при различной величине рН 
* – изменения статистически достоверны при Р ≤ 0,05  
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Таблица 2. – Расщепление белков субстратов культуральной жидкостью культуры вешенки при 
различной величине рН (n = 4) 
 
Растворитель 
Величина зон лизиса (мм2) при рН 
5,8 7,6 8,2 8,4 9,4 
 Желатина 
Буферный раствор 
+ этанол 
142,1± 10,8 
78,9± 9,2 
123,0± 5,8 
86,9± 12,2 
 126,2± 9,2 
115,8± 14,6 
 
 Казеина 
Буферный раствор 
+ этанол 
  120,0± 2,4 
89,7± 3,4 
  
 Гемоглобина 
Буферный раствор     126,8± 12,2 
 
Добавление к реакционной системе в диа-
пазоне рН 5,0–5,8 группоспецифического 
ингибитора аспартильных протеиназ – пеп-
статина сопровождалось сдвигами желатино-
литической активности только в пределах 
22%. 
Реагенты, связывающие катионы метал-
лов, оказали разное действие в зависимости 
от их структуры и свойств и, как следствие, 
от свойств образующихся координационных 
комплексов. Так, ЭДТА, взаимодействующий 
преимущественно с двухвалентными катио-
нами, умеренно угнетал желатинолиз при рН 
5,0 и 8,4 – на 35 и 45% соответственно. о-
фенантролин подавлял желатинолитическую 
активность при рН 5,8, 7,6 и 10,6 на 61, 33 и 
100% соответственно. Ингибирующее дей-
ствие 8-гидроксихинолина было отчетливо 
при рН 5,6, 8,0 и 10,6 – эффект составил 38, 
33 и 34%.  
В отличие от этого выраженное ингиби-
рующее действие диизопропилфторфосфата 
на казеинолитическую активность выявлено 
лишь при рН 7,6, оно достигало 100% (рису-
нок 3) 
Точно такой же эффект при этом рН ха-
рактерен и для действия р-
хлормеркурибензоата, тогда как при рН 8,2 
он не превысил 38%. 
Пепстатин полностью подавлял казеино-
лиз при рН 2,8 и 5,2. ЭДТА также полностью 
угнетал расщепление этого белка при рН 5,2, 
но умеренно стимулировал этот процесс при 
рН 2,8 и 7,6 – на 30 и 42%  соответственно.  
 
 
 
Рисунок 3. – Влияние группоспецифических ингибиторов на казеинолитическую активность  
гомогенатов мицелия культуры вешенки обыкновенной  
Примечание – обозначения те же, что в рисунке 2 
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Последнее может быть вызвано связыва-
нием катионов металлов, ингибирующих ка-
зеинолитические энзимы. Это согласуется с 
тем, что в кислой среде о-фенантролин акти-
вировал казеинолиз в 2 раза. Добавление 8-
гидроксихинолина сопровождалось полным 
подавлением активности казеинолитических 
протеиназ при рН 8,2 (рисунок 3). 
При анализе изложенных данных, в 
первую очередь, примечательно полное по-
давление желатинолитической активности 
диизопропилфтрофосфатом, р-
хлормеркурибензоатом и о-фенантролином 
при рН 10,6. По-видимому, желатинолитиче-
ская активность щелочных протеиназ реали-
зуется сериновыми протеиназами, наделен-
ными HS-группами и ионами металлов с пе-
ременной валентностью, значимыми для 
функционально активной конформации. 
Желатинолиз в кислой среде (рН 5,0) 
лишь в малой степени обусловлен активно-
стью «кислых» протеиназ типа аспартиль-
ных.  
Судя по отсутствию полного ингибирова-
ния желатинолитической активности диизо-
пропилфторфосфатом при рН 5,0–8,4 (угне-
тение составило 40–60%), она лишь отчасти 
сопряжена с действием сериновых протеиназ. 
Примечательно, что желатинолитическая 
активность экстракта мицелия при рН 9,2 
практически индифферентна ко всем исполь-
зованным группоспецифическим ингибито-
рам. Это логически ставит вопрос о природе 
подобных желатиназ. 
В этом плане следует отметить, что и ра-
нее при изучении протеолитической актив-
ности коммерческих образцов белков-
ингибиторов протеиназ были получены ре-
зультаты, не укладывающиеся в принятые 
представления об известных группах этих 
энзимов, Так, было показано, что фибрино-
литическая активность ингибитора трипсина 
из соевых бобов (SBTI) полностью блокиро-
валась р-хлормеркурибензоатом, ЭДТА, эта-
нолом и частично (на 44%) – стрептокиназой.  
Сходные изменения наблюдались со стороны 
фибриногенолитической активности овому-
коида (ОМ), но ингибирование было непол-
ным, а эффект стрептокиназы отсутствовал. 
В отличие от SBTI и ОМ, протеолитическая 
активность овоингибитора (OI) по фибрино-
гену и протамин-сульфату резко возрастала в 
присутствии стрептокиназы, а также при до-
бавках этанола. Этанол-индуцированная 
фибринолитическая активность оказалась 
нечувствительна к фенилметилсульфонил-
фториду, но полностью подавлялась о-
фенантролином. Индуцированная же стреп-
токиназой активность угнеталась при добав-
ках р-хлормеркурибензоата, ЭДТА, этанола. 
Однако протеолиз, инактивированный при 
добавках последнего, полностью восстанав-
ливался в присутствии фенилметилсульфо-
нилфторида. Более того, индуцируемая до-
бавкой стрептокиназы протеолитическая ак-
тивность OI не расщепляла хромогенный 
субстрат S-2251 (H-D-Val-Leu-Lys-pNa) спе-
цифичный для плазмина [19]. 
Что касается казеинолитической активно-
сти, то есть все основания считать казеино-
лиз в кислой среде (рН 2,8 и 5,2) связанным с 
деятельностью «кислых» аспартильных про-
теиназ, по-видимому, содержащих функцио-
нально значимые ионы металлов. Однако, 
судя по различиям в изменениях активности 
при добавлении ЭДТА и о-фенантролина, 
протеиназы с оптимумами рН 2,8 и 5,2 со-
держат разные металлы. 
Казеинолитическая активность экстрактов 
мицелия при рН 7,6 обусловлена протеина-
зами, имеющими HS-группы и ионов метал-
лов с переменной валентностью, значимыми 
для функционально активной конформации. 
Культуральная жидкость. В отличие от 
гомогенатов мицелия, желатинолитическая 
активность культуральной жидкости при рН 
5,8 полностью подавлялась диизопропил-
фторфосфатом, но не была чувствительна к 
этому ингибитору при рН 7,6  
Ингибирующее действие эффектора в ще-
лочной среде (рН 8,4) было близко к таково-
му в случае гомогената мицелия – 64%. Дей-
ствие р-хлормеркурибензоата проявилось 
лишь при рН 5,8: в этом случае отмечено 
весьма умеренное (на 28%) угнетение жела-
тинолитической активности. При этом значе-
нии рН желатинолиз слабо (на 20%) подав-
лялся в присутствии пепстатина (рисунок 4). 
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а  
б  
Рисунок 4. – Влияние группоспецифических ингибиторов на желатинолитическую (а) и  
казеинолитическую (б) активность культуральной жидкости культуры вешенки обыкновенной 
Примечание – обозначения те же, что в рисунке 2 
 
Добавление в реакционную систему 
ЭДТА сопровождалось подавлением желати-
нолитической активности культуральной 
жидкости лишь при рН 8,4 – на 40%. Дей-
ствие о-фенантролина отличалось от таково-
го в случае гомогената мицелия: угнетение 
желатинолиза отмечено лишь при рН 5,8 и 
составило 47%. Этот эффектор не вызвал су-
щественных изменений расщепления жела-
тина культуральной жидкостью и при рН 7,6. 
Эффект 8-гидроксихинолина на желатинол-
тическую активность протеиназ культураль-
ной жидкости при рН 8,4 существенно отли-
чался от такового для гомогената мицелия. 
Здесь наблюдался рост желатинолиза на 40%. 
Судя по результатам ингибиторного ана-
лиза, желатинолитическая активность 
экстрацеллюлярных протеиназ мицелиальной 
культуры вешенки при рН 5,8 всецело опре-
деляется сериновыми протеиназами, хотя при 
этом определенное значение имеют ионы ме-
таллов переменной валентности. В расщеп-
лении же желатина в щелочной среде суще-
ственную роль играют также сериновые про-
теиназы. Однако в этом случае некоторую 
роль играют и другие протеолитические эн-
зимы, нечувствительные к использованным 
группоспецифическим ингибиторам. Что же 
касается желатинолитической активности 
«нейтральных» протеиназ, то в данном слу-
чае мы наблюдали картину близкую таковой 
для внутриклеточных протеиназ с оптиму-
мом активности при рН 9,2 (см. выше по тек-
сту). 
Казеинолитическая активность экстрацел-
люлярных протеиназ при рН 8,2, в отличие от 
внутриклеточных энзимов, судя по результа-
там, полностью определяется сериновыми 
протеиназами. 
*
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Заключение. Изложенные материалы 
свидетельствуют о наличии в мицелии куль-
туры вешенки развитого и разнопланового 
набора протеолитических энзимов, включа-
ющих сериновые, аспартильные протеиназы, 
и при этом в ряде случаев наделенных суще-
ственными для нативной конформации 
сульфгидрильными группами и ионами ме-
таллов. Менее представительный набор 
экстрацеллюлярных энзимов, судя по полу-
ченным данным, можно отнести к сериновым 
протеиназам.  
Вместе с тем, обнаруживается в отдель-
ных случаях протеолитическая активность, 
которую нельзя отнести по результатам ин-
гибиторного анализа к сериновым, цистеино-
вым, аспартильным или металлопротеиназам. 
Подобные факты встречались и в ранее про-
веденных исслдеованиях на других объектах 
[19]. В последнее десятилетие среди протео-
литических энзимов выделены группы трео-
ниновых и глутаминовых протеиназ, а также 
пептидаз смешанного каталитического типа 
[20]. Учитывая разнообразие видов живых 
организмов, не исключено, что в дальнейшем 
будут выделены и новые протеолитические 
энзимы, не относящиеся к перечисленным 
группам протеиназ. 
Следует также отметить, что мицелиаль-
ная культура вешенки обыкновенной может 
служить богатым источником протеиназ для 
разных целей. Кроме того, логически подни-
мается вопрос о физиологической роли этого 
разнообразного арсенала протеолитических 
энзимов. Выяснение этой роли составляет 
объемную многоплановую самостоятельную 
задачу в перспективе. 
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